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（論文内容の要旨） 
光合成における水分解酸素発生反応は、葉緑体チラコイド膜に存在する光化学系 II (PSII) 
の内腔側に結合した Mn クラスターによって触媒され、その周囲には酸素発生系  (OEC) タン
パク質と呼ばれる膜表在性サブユニットが結合している。 OEC タンパク質の組成は葉緑体の
祖先であると考えられているシアノバクテリアと、高等植物や緑藻といった緑色植物で異な
る。緑色植物が進化の過程で獲得した PsbP タンパク質は PSII 活性調節において重要な役割
を担うと考えられているが、緑色植物型 PSII 複合体の詳細な構造はこれまで報告されてお
らず、 PsbP の PSII への結合様式は未解明のままであった。一方、最近の化学架橋と質量分
析を用いた解析から、 PsbP は複数の PSII 膜内在性サブニットと相互作用することが示され
たが、それらの相互作用が PSII の構造や機能に及ぼす影響に関しても未解明であった。本
研究は PsbP の PSII 複合体への結合様式や、その相互作用が PSII の構造と機能に及ぼす影
響を解明することを目的とし、ホウレンソウを主たる材料として研究した。  
 第 1 章では、PsbP の PSII との静電相互作用に関わる残基を同定するため、PsbP の分子表
面の塩基性ポケットを構成する Arg48, Lys143, Lys160 に着目し、それらの残基を置換した
変異型 PsbP の機能評価を PSII 膜 in vitro 再構成系にて行った。その結果、Arg48, Lys143, 
Lys160 の置換により PsbP の PSII への結合能が顕著に低下すること、また、塩基性ポケット
を変異した PsbP は正常な Mn クラスター周辺の構造変化を誘導せず、 PSII における Cl−保持
能も低下することを認め、 PsbP 分子表面の塩基性ポケットが PSII との機能的な相互作用に
重要であることを明らかとした。また、最近明らかになった、電子顕微鏡解析による
PSII-LHCII 超複合体の構造を参考にして、緑色植物型 PSII 複合体における PsbP の結合様式
について考察した。 
 第 2 章では、化学架橋実験で見出された PsbP の N 末端を介した Cyt b559 αサブユニット 
(PsbE) との相互作用が PSII の構造と機能に及ぼす影響を解析するため、組換え PsbP タン
パク質に加え、PsbP の N 末端配列を模したペプチド pN15 の再構成がホウレンソウ PSII 膜に
及ぼす影響を解析した。 Cyt b559 の酸化還元差スペクトル測定により、 PsbP の N 末端を介し
た相互作用が Cyt b559 のレドックスポテンシャルの調節に重要であること、また、 pN15 は全
長の PsbP と同様に PsbE と相互作用し、Cyt b559 のストロマ側での構造変化を伴うレドック
スポテンシャルの変化を引き起こすことを示唆した。加えて、pN15 は水の酸化側に対して阻
害的であることを示し、 Cyt b559 を介する PSII 副次的電子伝達の活性化に関連している可能
性を示唆した。以上の結果より、 PsbP の相互作用に伴う、 PSII 内部の電子伝達の制御機構
について考察した。 
 第 3 章では、PsbP の生理的役割を in vivo で解析するために、緑藻クラミドモナスの PsbP
欠損株である BF25 株を材料とし、PsbP 機能相補系の構築を試みた。BF25 株における変異部
位を明らかとするとともに、クラミドモナス野生株の核ゲノムにコードされる psbP 遺伝子、
あるいは、 C 末端に 6xHis タグ配列を付加した PsbP を導入することで PSII の活性や光独立
栄養条件における生育が回復することを認めた。一方、N 末端 15 残基を欠失した PsbP-Δ 15
の導入による PSII 活性や生育の回復は部分的であった。また、His タグを利用したアフィニ
ティークロマトグラフィーにより、PSII-LHCII 超複合体の精製に成功した。以上の結果より、
PsbP の N 末端配列が in vivo での光合成に重要であること、また PsbP が PSII-LHCII 超複合
体に安定的に結合していることを示唆した。  
 以上、PsbP の PSII 複合体への結合様式や、その相互作用が PSII の構造と機能に及ぼす影
響を解明するとともに、クラミドモナスにおいて PsbP 機能相補系を確立し、 PsbP の機能解
析や構造解析を行う上での有用な実験系を確立した。  
                            
（論文審査の結果の要旨）  
光合成における水分解酸素発生反応は、葉緑体チラコイド膜に存在する光化学系 II 
(PSII) の内腔側に結合した Mn クラスターによって触媒され、その周囲には酸素発
生系  (OEC) タンパク質と呼ばれる膜表在性サブユニットが結合している。緑色植
物が進化の過程で獲得した OEC タンパク質のひとつ PsbP タンパク質は PSII 活性調
節において重要な役割を担うと考えられているが、 PsbP の PSII への結合様式は未
解明のままであった。一方、最近の化学架橋と質量分析から、 PsbP は複数の PSII
膜内在性サブニットと相互作用することが示され、それらの相互作用が PSII の構
造や機能に及ぼす影響が示唆されたが、その詳細は未解明であった。本研究は PsbP
の PSII 複合体への結合様式や、その相互作用が PSII の構造と機能に及ぼす影響を
解明することを目的とし、ホウレンソウを主たる材料として研究したものであり、
以下のような成果を挙げている。  
 １） PsbP の分子表面の塩基性ポケットを構成する Arg48, Lys143, Lys160 を置換
した変異型 PsbP の機能評価を in vitro 再構成系にて行い、 Arg48, Lys143, Lys160
の置換により PsbP の PSII への結合能が顕著に低下すること、また、これらの変異
した PsbP は正常な Mn クラスター周辺の構造変化を誘導せず、 PSII における Cl−保
持能も低下することを認め、 PsbP 分子表面の塩基性ポケットが PSII との機能的な
相互作用に重要であることを明らかとした。  
 ２）化学架橋実験で見出された PsbP の N 末端を介した Cyt b559 αサブユニット 
(PsbE) との相互作用を解析するため、組換え PsbP タンパク質に加え、PsbP の N 末
端配列を模したペプチド pN15 の再構成能を検討し、 PsbP の N 末端を介した相互作
用が Cyt b559 のレドックスポテンシャルの調節に重要であること、また、 pN15 は全
長の PsbP と同様に PsbE と相互作用し、 Cyt b559 のストロマ側での構造変化を伴う
レドックスポテンシャルの変化を引き起こすことを示唆した。加えて、pN15 は水の
酸化側に対して阻害的であることを示し、 Cyt b559 を介する PSII 副次的電子伝達の
活性化に関連している可能性を示唆した。  
 ３）PsbP の生理的役割を in vivo で解析するために、緑藻クラミドモナスの PsbP
欠損株である BF25 株における変異部位を明らかとするとともに、クラミドモナス
野生株の核ゲノムにコードされる psbP 遺伝子、あるいは、C 末端に 6xHis タグ配列
を付加した PsbP を導入することで PSII の活性や光独立栄養条件における生育が回
復すること、一方、 N 末端 15 残基を欠失した PsbP-Δ 15 の導入による PSII 活性や
生育の回復は部分的であることを明らかにした。また、 His タグを利用したアフィ
ニティークロマトグラフィーにより、 PSII-LHCII 超複合体の精製に成功した。  
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